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CAPITOLO 1   
INTRODUZIONE 
1.1  Il polmone 
      1.1.1  Cenni di anatomia 
I due polmoni, destro e sinistro, sono organi parenchimatosi che 
costituiscono la parte essenziale dell’apparato respiratorio. Occupano gran 
parte della cavità toracica, delimitando lateralmente lo spazio mediastinico. 
Il polmone destro è più voluminoso del sinistro, che a sua volta è un po’ 
più lungo e stretto del destro, a causa della presenza del fegato, che a destra 
costringe il diaframma a  sollevarsi, e del cuore che invade con il suo apice 
la parte sinistra. I polmoni hanno la forma di due mezzi coni e presentano 
una base, situata in basso, un apice, posto in alto, una faccia laterale (o 
costovertebrale), una faccia mediale (o mediastinica) e tre margini, 
anteriore, posteriore e inferiore. 
Le pleure sono membrane sierose sottili e trasparenti, che rivestono i 
polmoni e la superficie interna della cavità toracica. Ogni pleura è distinta 
in due porzioni:  una che avvolge i polmoni, detta pleura viscerale, e l’altra 
che riveste le pareti della cavità che accoglie i polmoni, detta pleura 
parietale. Entrambe le pleure presentano una superficie aderente e una 
superficie libera, liscia e umida. La pleura parietale e la pleura polmonare 
sono costituite da:  
- uno strato superficiale, il mesotelio, rivolto verso la cavità pleurica, 
costituito da un singolo strato di cellule epiteliali appiattite capaci di 
produrre e riassorbire il liquido pleurico 
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- uno strato sottomesoteliale, costituito da tessuto connettivo di natura 
fibroelastica; 
- una tela sottosierosa, formata da tessuto connettivo lasso ricco di 
vasi sanguigni [1]. 
 
 
 
 
Figura 1.1: Polmoni con sezione della pleura 
 
1.1.2  Cenni di fisiologia 
L’apparato respiratorio è costituito da due componenti separate: una pompa 
muscolare e una superficie di scambio sottile ed umida; questa pompa è 
rappresentata dall’apparato muscolo-scheletrico del torace mentre i 
polmoni veri e propri sono formati dall’epitelio di scambio e dai vasi 
sanguigni associati. Le funzioni principali del polmone sono: lo scambio di 
sostanze gassose tra atmosfera e sangue, la regolazione omeostatica del pH 
corporeo tramite l’escrezione o la ritenzione selettiva di CO2, la protezione 
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da agenti patogeni e sostanze irritanti grazie all’epitelio che intrappola e 
distrugge sostanze potenzialmente nocive. I polmoni sono avvolti dalla 
pleura, costituita da diversi starti di tessuto connettivo elastico e numerosi 
capillari. I 2 foglietti pleurici sono tenuti insieme da uno strato di liquido 
pleurico che crea una superficie umida e scivolosa in modo che i due 
foglietti possano scorrere l’uno sull’altro e mantiene i polmoni a stretto 
contatto con la parete toracica [2]. 
 
1.2  Il mesotelioma pleurico maligno 
 Il mesotelioma è un tumore raro che rappresenta meno dell’1% di tutte le 
malattie oncologiche. E’ una neoplasia che colpisce il mesotelio, il sottile 
tessuto che riveste la gran parte degli organi interni. Il mesotelioma 
pleurico maligno è caratterizzato da una lunga latenza, 20-40 anni, che 
rende molto difficile la diagnosi della malattia e quando i  pazienti 
mostrano i primi sintomi quali versamento pleurico, dolore nella parte 
bassa della schiena o a un lato del torace, fiato corto, tosse, febbre, 
stanchezza, perdita di peso, difficoltà a deglutire, debolezza muscolare, 
spesso il tumore si trova in uno stato avanzato con poche possibilità di 
trattamento. [3] 
Il primo riferimento al tumore del rivestimento del polmone risale ad uno 
studio del 1767 condotto da Joseph Lietaud, il fondatore dell’anatomia 
patologica, su 3000 autopsie dove trovò due casi di tumore pleurico. 
L’esposizione ambientale ed occupazionale all’asbesto (o amianto), risulta 
essere la causa predominante della malattia. Compare più frequentemente 
nell’uomo ed il rischio aumenta con l’età, ma questo tumore può colpire 
persone di qualsiasi età e di entrambi i sessi [4]. In Italia rappresenta lo 
0,4% di tutti i tumori diagnosticati nell'uomo e lo 0,2% di quelli 
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diagnosticati nelle donne. Ciò equivale a dire che si verificano 3,4 casi di 
mesotelioma ogni 100.000 uomini e 1,1 ogni 100.000 donne. Il numero dei 
casi è in lieve crescita tra le donne, probabilmente perché gli ultimi anni di 
produzione industriale di materiali contenenti asbesto ha portato anche ad 
un aumento delle lavoratrici impiegate in questo settore. Nelle diverse 
regioni italiane si osservano enormi differenze nel numero di casi di 
mesotelioma dal momento che questo tumore è associato soprattutto 
all'esposizione all'amianto: in provincia di Alessandria, dove era presente 
un'importante industria per la produzione di materiali con amianto, si parla 
per esempio di 16 casi su 100.000 per gli uomini e 13 casi su 100.000 per 
le donne. 
Il mesotelioma è raro prima dei 50 anni e presenta un picco massimo 
attorno ai 70; la sopravvivenza a 5 anni dalla diagnosi si ferma poco al di 
sotto del 20 per cento nella fascia di età compresa tra i 45 e i 54 anni e 
diminuisce progressivamente con l'aumentare dell'età [3]. 
 
1.2.1  Classificazione 
 A seconda del distretto corporeo nei quali hanno origine, i mesoteliomi si 
suddividono in: 
 Mesotelioma pleurico: nasce nella cavità toracica e rappresenta la 
tipologia più diffusa (circa 3 casi su 4); 
 Mesotelioma peritoneale: nasce nell'addome e rappresenta la quasi 
totalità dei mesoteliomi rimasti escludendo quelli pleurici; 
 Mesotelioma pericardico:  nasce nella cavità attorno al cuore ed è 
estremamente raro; 
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 Mesotelioma della tunica vaginale: nasce dalla membrana che 
riveste i testicoli ed è molto raro [3]. 
In base alle caratteristiche del tipo cellulare in cui il mesotelioma si è 
differenziato (cellule epiteliali o cellule stromali di tipo mesenchimale) 
si distinguono tre tipi istologici principali di mesotelioma:  
 Epitelioide: il più comune (60-70% dei casi), caratterizzato da 
cellule cuboidali, cilindriche o appiattite, che danno una struttura 
prevalentemente tubolare, papillare o tubulo-papillare. Le cellule 
epiteliomorfe hanno un citoplasma acidofilo e nuclei rotondi e 
vescicolari con nucleoli prominenti; 
 Sarcomatoide (o fibroso): (10-20% dei mesoteliomi), mostra fasci 
intrecciati di cellule fusate (simil fibroblastiche) in uno stroma 
collageno più o meno ialinizzato; 
 Misto (o bifasico): è l’aspetto caratteristico del mesotelioma 
maligno in cui le due componenti,epiteliomorfo e sarcomatoide, 
coesistono [5]. 
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Figura 1.2: Tipi di mesotelioma pleurico maligno 
 
Nel corso degli anni sono stati utilizzati diversi sistemi di stadiazione per il 
MPM; un metodo  molto usato attualmente è il sistema Tumor-Node-
Metastasis, abbreviato in TNM, che distingue 4 fasi di stadiazione, sulla 
base dell’estensione del tumore, del coinvolgimento linfonodale e dello 
sviluppo di metastasi. Questo sistema è stato sviluppato dall’ International 
Mesothelioma Interesting. 
Stadiazione secondo i criteri TNM:  
T1a 
tumore che interessa la pleura parietale e/o mediastinica e diaframmatica. 
Nessun coinvolgimento della pleura viscerale. 
T1b 
tumore che interessa la pleura parietale e/o mediastinica e diaframmatica. 
Alcuni noduli neoplastici sulla pleura viscerale. 
  9 
T2 
tumore che interessa sia la pleura parietale che viscerale con almeno uno 
dei seguenti aspetti: 
coinvolgimento del diaframma; 
tumore confluente della pleura viscerale (comprese le scissure); 
tumore che si estende dalla pleura viscerale al sottostante parenchima 
polmonare; 
T3 
tumore localmente avanzato ma potenzialmente resecabile, che coinvolge 
tutte le superfici pleuriche omolaterali (parietale, mediastinica, viscerale e 
diaframmatica) con almeno uno dei seguenti aspetti: 
coinvolgimento della fascia endotoracica; 
infiltrazione del grasso mediastinico; 
focolaio neoplastico solitario, completamente resecabile, che si estense 
nei tessuti molli della parete toracica; 
interessamento del pericardio non transmurale; 
T4 
tumore localmente avanzato non resecabile, che coinvolge tutte le 
superfici pleuriche omolaterali con almeno uno dei seguenti aspetti: 
estensione diffusa o masse multifocali a carico della parete, con o senza 
osteolisi; 
estensione diretta transdiaframmatica al peritoneo; 
estensione diretta alla pleura controlaterale; 
estensione diretta ad uno o più organi mediastinici; 
estensione diretta alla colonna vertebrale; 
tumore che infiltra il pericardio (versante interno) 
con o senza versamento pericardio; 
tumore che infiltra il cuore; 
Nx linfonodi non valutabili 
N0 assenza di metastasi linfonodali 
N1 metastasi ai linfonodi broncopolmonari o ilari omolaterali 
N2 
metastasi ai linfonodi sottocarenali o mediastinici omolaterali, inclusi i 
linfonodi mammari interni omolaterali 
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N3 
metastasi ai linfonodi mediastinici controlaterali, mammari interni 
controlaterali, sopraclaveari omolaterali o controlaterali 
Mx metastasi a distanza non valutabili 
M0 assenza di metastasi a distanza 
M1 presenza di metastasi a distanza 
 
 
Stadio Ia T1a N0 M0 
Stadio Ib T1b N0 M0 
Stadio II T2 N0 M0 
Stadio III T3 N1-2 M0 
Stadio IV T4 N3 M1 
 
Un altro metodo per la stadiazione è il metodo Brigham che tiene conto 
oltre che dell’estensione della malattia anche dell’eventuale 
coinvolgimento linfonodale e della validità o meno della chirurgia come 
opzione terapeutica. In questo caso la progressione del mesotelioma è 
definita in 4 fasi:  
Stadio I: malattia confinata all’interno della pleura parietale: pleura 
viscerale ipsilaterale, polmone, pericardio, diaframma o parete toracica 
limitatamente alle sedi di pregresse biopsie. La chirurgia è una valida 
opzione;   
Stadio II: tutti gli stadi I con linfonodi intratoracici (N1 o N2) positivi. La 
chirurgia è ancora un’opzione valida; 
Stadio III: estensione locale della malattia nella parete toracica o 
mediastino, cuore o attraverso il diaframma nel peritoneo; con o senza 
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coinvolgimento di linfonodi controlaterali o extratoracici. La chirurgia non 
è più applicabile; 
Stadio IV: malattia metastatica a distanza. La chirurgia non è più 
applicabile. 
 
1.2.2  Epidemiologia 
La sorveglianza epidemiologica dei casi di mesotelioma in Italia è svolta 
dal Registro Nazionale dei Mesoteliomi, che si struttura come una rete ad 
articolazione regionale. Presso le Regioni, ad eccezione di Molise e della 
Provincia Autonoma di Bolzano, è istituito un Centro Operativo il cui 
compito è identificare tutti i casi di mesotelioma insorti nel proprio 
territorio e analizzare la storia professionale, residenziale, familiare e 
ambientale dei soggetti ammalati. 
L’archivio del Registro comprende 15.845 casi di mesotelioma maligno 
diagnosticati dal 1993 al 2008, con un rapporto di genere 
(maschi/femmine) pari a 2,5. Il 71,6 % dei casi rilevati riguarda gli uomini; 
l’età media alla diagnosi è 69 anni. Il mesotelioma pleurico è più frequente 
(93%) rispetto a quello peritoneale (6,4%); seguono 41 casi di mesotelioma 
del pericardio e 51 della tunica vaginale del testicolo. La diagnosi è certa 
nel 78% dei casi, probabile e possibile nell’11% dei casi, rispettivamente. 
La latenza è di circa 45 anni. Le modalità di esposizione sono state 
accertate per 12.065 casi (76%), mentre sono in corso di definizione 
(oppure non possono più essere indagate per condizioni oggettive) per 
3.780 casi (24%). Sui casi con esposizione definita, il 69% presenta 
un’esposizione professionale, il 4% familiare, il 4% ambientale, il 2% per 
un’attività extralavorativa (svago o hobby). Per il 20% dei casi 
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l’esposizione è improbabile o ignota. Il tasso standardizzato per 
mesotelioma maligno della pleura è risultato nel 2008 pari a 3,55 (per 
100.000 residenti) negli uomini e 1,35 nelle donne; per il peritoneo è 
risultato pari a 0,24 negli uomini e 0,12 nelle donne [6]. In Italia l’utilizzo 
di asbesto è stato vietato solo nel 1992 con la Legge 27 marzo  n. 257, 
contenente le “norme relative alla cessazione dell’impiego dell’amianto”,  
per questo ci si aspetta un picco di casi di MPM tra il 2015 ed il 2025. Le 
zone con mortalità da amianto più elevata sono la provincia di Gorizia 
(Monfalcone) e Trieste nel nord est, gran parte della Liguria, Genova e 
soprattutto La Spezia  e la provincia di Alessandria nel nord ovest, Carrara, 
Livorno, Massa e Pistoia al centro, Taranto a sud, in Sicilia a Siracusa con 
lo stabilimento Eternit [7].  
In America, dai dati raccolti dal  National Cancer Institute, l’incidenza del 
MPM nel 2008 è circa di 1 su 100.000 persone negli Stati Uniti con 2000-
3000 nuovi casi ogni anno nonostante l’uso di asbesto sia stato eliminato 
già dagli anni ’70. Ciò è legato alla considerevole presenza dell’amianto 
negli edifici e al lungo periodo di latenza che intercorre tra l’esposizione al 
minerale e la comparsa del tumore [8,9]. 
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Figura 1.3: Tassi mondiali di mortalità per MPM nel periodo 1994-2008, 
ordinati per sesso ed età 
 
1.2.3  Eziologia 
L’eziologia di tutte le forme di mesotelioma è strettamente legata agli 
inquinanti industriali di cui l’asbesto rappresenta il principale cancerogeno. 
Nel 1987 l’International agency for reserach on cancer ha classificato 
l’asbesto come gruppo uno tra i cancerogeni umani. L’asbesto (dal greco 
asbestos = indistruttibile o inestinguibile) è un insieme di minerali del 
gruppo dei silicati appartenenti alle serie mineralogiche del serpentino e 
degli anfiboli. In Italia la legge prevede l’utilizzo del termine ‘amianto’ per 
indicare sei differenti minerali: actinolite, amosite, antofillite, crisotilo, 
crocidolite e tremolite  che, oltre ad avere in comune una morfologia 
fibrosa, sono stati ampiamente utilizzati per le loro particolari proprietà 
fisiche e chimiche quali resistenza meccanica, alta flessibilità, capacità di 
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essere tessuti, resistenza all’abrasione, fonoassorbenza e isolamento 
termico. L’asbesto è stato utilizzato fino agli anni ottanta per produrre 
l’Eternit. Per le sue caratteristiche sopracitate, è stato considerato un 
materiale estremamente versatile impiegato nella costruzione di navi e 
treni; come materiale per l’edilizia (tegole, pavimenti, tubazioni, vernici, 
canne fumarie); nella realizzazione delle tute dei vigili del fuoco; nelle auto 
(vernici, parti meccaniche); nella fabbricazione di corde, plastica e cartoni. 
Esistono varie tipologie didi asbesto tra cui il crisotilo, l’unico del gruppo 
serpentino che costituisce il 95% dell’asbesto utilizzato nell’industria. E’ 
costituito da strati di Mg3Si2O5(OH)4 e MgO2(OH)4 che in seguito a 
disallineamento danno origine a fibre curve, ondulate, di facile rottura e 
solubili nei tessuti. Alcune fibre di crisotilo esistono anche come 
cilindriche e spiraliformi ed in natura si trovano, per questo, forme svariate 
ed uniche [10]. 
Le fibre del gruppo degli anfiboli sono rigide, taglienti e altamente 
resistenti ad agenti chimici e biologici [10,11]. Tra queste troviamo le già 
citate fibre riconosciute come ‘amianto’ ovvero amosite, crocidolite, 
tremolite, antofillite ed actinolite. 
In Tabella 1.1 sono riportati i tipi di asbesto. 
Nome 
Nome 
comune 
Formula chimica  Note 
Crisotilo 
Amianto 
bianco 
Mg3Si2O5(OH)4 dal greco "fibra d'oro" 
Amosite 
Amianto 
bruno 
(Mg,Fe)7Si8O22(OH)2 
acronimo di "Asbestos Mines 
of South Africa" 
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Crocidolite 
Amianto 
blu 
Na2Fe
2+
3Fe
3+
2Si8O22(OH)2 
dal greco "fiocco di lana", 
varietà fibrosa del 
minerale riebeckite 
Tremolite 
 
Ca2Mg5Si8O22(OH)2 
dal nome della Val Tremola, 
in Svizzera 
Antofillite 
 
(Mg,Fe)7Si8O22(OH)2 dal greco "garofano" 
Actinolite 
 
Ca2(Mg,Fe)5Si8O22(OH)2 dal greco "pietra raggiata" 
 
 
         
 
 
 Figura 1.4:  Fibre di asbesto al microscopio elettronico a scansione.  
A_Anfibolo        B_ Serpentino 
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Tra i fattori che determinano la tossicità dell’asbesto troviamo la dose, le 
dimensioni delle fibre, la reattività di superficie ed il background del 
soggetto esposto. La dimensione, o meglio il rapporto dimensionale 
lunghezza/diametro (L/D), è un parametro importante nello studio della 
tossicità delle fibre in quanto direttamente correlato all’inalabilità e alla 
bio-persistenza. Per tutte le fibre, l’inalabilità è funzione del diametro e 
della densità.  Il diametro influisce sul comportamento aerodinamico della 
fibra durante il percorso attraverso le vie aeree: minore è il diametro, 
maggiore è la probabilità di raggiungere le regioni alveolari più profonde. 
Inoltre, per un dato diametro, fibre con densità maggiori sono associate ad 
una inalabilità minore [12].  La lunghezza invece risulta determinante 
soprattutto in relazione alla persistenza della fibra nell’organismo e quindi 
alla probabilità che si instaurino i processi biochimici infiammatori 
responsabili  della tossicità. Infatti, il meccanismo che regola la rimozione 
(clearance) di un corpo estraneo dall’organismo, e quindi ne determina la 
persistenza, è funzione della dimensione di questo: fibre  troppo lunghe per 
essere fagocitate dai macrofagi [13, 14], provocandone la morte, 
determinano il rilascio di citochine, ROS  ed altre specie attive nella 
promozione di danni cellulari. Solo le fibre con un diametro  <0,4 µm e 
lunghezza  <10 µm sono respirabili [13]. 
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Figura 1.5: Fibra estratta dal polmone di un paziente deceduto per 
mesotelioma 
 
A differenza di altre patologie correlate all’esposizione all’amianto, come 
l’asbestosi, malattia degenerativa polmonare per la quale è necessaria 
un’esposizione intensa e prolungata,  per il mesotelioma non è possibile 
stabilire una soglia di rischio, ossia un livello di esposizione all’agente 
cancerogeno al di sotto del quale risulti innocuo. Inoltre, mentre è 
dimostrato che il fumo di sigaretta aumenta la probabilità di sviluppare 
carcinoma polmonare, specialmente in soggetti esposti all’asbesto, non vi è 
alcuna associazione diretta con lo sviluppo del mesotelioma [15]. Le fibre 
di amianto sono l’agente causale della maggior parte dei mesoteliomi, ma è 
noto che non tutti gli individui esposti sviluppano la malattia e che esistono 
famiglie in cui sono colpite da tumore più persone legate da relazioni di 
consanguineità. Ciò ha fatto supporre ai ricercatori che, come per altri tipi 
di tumore, possa esistere una predisposizione genetica, che modifica il 
rischio di ammalarsi dopo aver subito l’esposizione [16]. Interessante a 
questo proposito è uno studio in cui è stato analizzato il DNA germinale 
(cioè quello presente in tutte le cellule dell’organismo) di pazienti e 
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controlli. È stato studiato il genoma di 407 individui affetti da mesotelioma 
pleurico e 389 controlli, che hanno generosamente donato un prelievo del 
loro sangue. Sono stati studiati 370.000 segmenti del DNA. In tutti i 
soggetti è stata valutata accuratamente la pregressa esposizione all’amianto. 
La ricerca ha dimostrato che esistono fattori di rischio genetici in grado di 
aumentare il rischio di mesotelioma da esposizione all’amianto. 
Comunque, è essenziale ricordare che l’amianto resta la principale causa 
della malattia: l’esposizione a fibre di amianto aumenta il rischio di 
mesotelioma dieci volte di più che ciascun fattore genetico preso 
individualmente [17]. 
 
Tra gli altri fattori di rischio del MPM troviamo: il virus SV40 (simian 
virus 40), è un polyomavirus ritenuto responsabile della comparsa di alcuni 
tumori tra cui alcuni tumori cerebrali, sarcomi ossei, linfomi e MPM che 
contengono frequentemente sequenze del virus, altamente oncogenico nei 
roditori [18]. Nel 1959, Bernice Eddy, un ricercatore presso il National 
Institutes of Health, tramite il suo microscopio notò che cellule renali di 
scimmia morivano senza un’apparente motivazione. Iniettò estratti renali di 
8-10 scimmie rhesus sottopelle in 23 criceti appena nati e nell’arco di 9 
mesi constatò la comparsa di grandi tumori maligni su 20 criceti. Negli 
anni ‘60 fu riscontrato che alcuni vaccini contro la poliomelite erano 
contaminati da SV40. I vaccini erano già stati somministrati a milioni di 
pazienti tra il 1955 e il 1962, diffondendo l’infezione in diversi Paesi, dagli 
USA all’Europa. Il virus SV40 è quindi trasmigrato dalle scimmie all’uomo 
quando miliardi di persone furono vaccinate contro la poliomelite e questa 
orribile conseguenza fu possibile in quanto i virus vaccinici utilizzati erano 
stati cresciuti su cellule di rene di scimmia, risultate in seguito infettate da 
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SV40. Recenti studi hanno suggerito il possibile ruolo del virus SV40 
nell’insorgenza del mesotelioma maligno, basandosi sul fatto che 
l’iniezione intrapleurica di SV40 è in grado di causare mesotelioma 
maligno nel 100% degli animali da esperimento, indipendentemente 
dall’esposizione all’amianto [19]. I pareri sul ruolo del virus SV40 
nell’insorgenza del MPM sono comunque contrastanti: chi sostiene che ci 
sia un nesso diretto di causalità, chi sostiene che il virus possa svolgere un 
ruolo di cofattore nella comparsa del MPM in seguito ad esposizione alle 
fibre di asbesto e chi mantiene un certo scetticismo sul ruolo diretto del 
SV40 nella comparsa del tumore sull’uomo. 
Altri fattori di rischio meno comuni per il mesotelioma sono l'esposizione 
agli zeoliti (minerali con caratteristiche chimiche simili a quelle 
dell'amianto), le radiazioni a torace e addome o le iniezioni di diossido di 
torio (utilizzato in medicina fino al 1950) [3]. Per quanto riguarda le 
radiazioni, è interessante citare uno studio condotto su 77.876 pazienti con 
età inferiore ai 25 anni affetti da linfoma non-Hodgkin e trattati solo con 
terapia radiante; 18 tra questi hanno sviluppato MPM senza avere avuto 
alcuna evidente esposizione ad amianto [20]. 
 
1.2.4 Patogenesi 
 Riconosciuta la responsabilità dell’asbesto nella quasi totalità dei MPM, la 
patogenesi della malattia riguarda gli effetti delle fibre sull’organismo una 
volta ingerite o inalate. Le fibre di asbesto possono essere ingerite e farsi 
strada attraverso gli organi dell’apparato digerente fino a raggiungere la 
membrana peritoneale o possono essere inalate e raggiungere la membrana 
attraverso il sistema linfatico. Una volta raggiunta la membrana 
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peritoneale, le fibre rimangono intrappolate e provocano cambiamenti nelle 
cellule mesoteliali legati ad irritazione ed infiammazione tali che la pleura 
va incontro a degenerazione maligna. La via esatta con cui le fibre di 
asbesto provocano questi cambiamenti è incerta, ma i ricercatori sono 
convinti della responsabilità di questi nello sviluppo del tumore [21, 22]. 
L’asbesto induce la formazione di ROS (specie reattive dell’ossigeno) che  
sono legate alla tossicità polmonare; induce anche la formazione di specie 
reattive dell’azoto che contribuiscono al danno al DNA e di conseguenza al 
danno polmonare [23,24,25]. Alcuni studi hanno stabilito che i ROS sono 
prodotti dall’asbesto da un normale metabolita (H2O2) e che i chelanti del 
ferro svolgono un ruolo protettivo [24,26]. La superficie delle fibre di 
asbesto depositate nei polmoni, assorbono il ferro che un attivo riducente; 
questo ciclo di ossidazione e riduzione del ferro può provocare danno 
ossidativo al DNA delle cellule adiacenti. L’omeostatsi del ferro nel 
polmone risulta superiore al normale negli individui esposti all’asbesto, 
come evidenziato dall’aumento dei livelli di ferro BALF, transferrina, 
recettori per la transferritina, lactoferrina e ferritina [23,24]. Un altro ruolo 
riconosciuto all’asbesto è quello di indurre l’apoptosi regolata dai 
mitocondri (intrinseca) aumentando la permeabilità delle membrane dei 
mitocondri, riducendone il potenziale e rilasciando proteine apoptotiche 
come il citocromo c. L’esposizione all’asbesto induce anche alterazioni 
della proteina p53, il cosiddetto ‘guardiano del genoma’, che è una proteina 
oncosoppressore presente in tutti i tipi di cellule, in grado di arrestare il 
ciclo cellulare in caso di danno, di indurre l’apoptosi, di regolare 
l’invecchiamento cellulare. Si ha l’attivazione dell’espressione di p53 e p21 
(un regolatore negativo di chinasi ciclina-dipendenti, enzimi con un ruolo 
fondamentale nell'evoluzione del ciclo cellulare e quindi nella divisione 
cellulare)nelle cellule epiteliali e mesoteliali del polmone [9]. 
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A differenza di molti geni oncosoppressori che si comportano da recessivi, 
p53 si comporta come gene dominante. Infatti mutazioni che interessano 
anche solo uno dei due alleli del gene p53 (condizione di eterozigosi) 
possono compromettere la funzionalità della proteina.  
Le fibre di amianto esercitano quindi la loro capacità di  cancerogenesi   
essenzialmente attraverso tre principali meccanismi: 
a)      Rottura dei cromosomi con azione meccanica che porta ad un radicale 
stabile mutamento dell’ “assetto” genico delle cellule mesoteliali per cui 
queste cellule finiscono con l’esprimere più geni che portano all’ aumentata 
proliferazione e alla resistenza agli stimolo normalmente in grado di 
uccidere le cellule.  
b)     Danno genetico dovuto allo stress ossidativo legato al ferro contenuto 
nelle fibre di amianto. Questo tipo di danno ossidativo conduce ad una 
anormale espressione genica analogamente all’azione meccanica descritta 
precedentemente. 
c)      Proliferazione delle cellule mesoteliali danneggiate che favorisce la 
selezione di cellule mesoteliali anormali, resistenti agli stimoli tossici e che 
rappresentano il primo passo verso la lor trasformazione in cellule tumorali. 
d)     La capacità da parte delle fibre di asbesto di indurre fattori di crescita 
con l’attivazione di specifici segnali biochimici di resistenza alla necrosi ed 
all’apoptosi rappresentano un ulteriore, cruciale meccanismo di 
trasformazione neoplastica delle cellule mesoteliali. 
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1.2.5  Caratteristiche cliniche e diagnosi 
I sintomi clinici sono solitamente atipici ed aspecifici. I sintomi iniziali più 
comuni sono dolore (35%), distensione dell’addome (31%), cachessia, 
perdita di peso (65%), anoressia ed ascite (77%) [27, 28]. La maggior parte 
dei pazienti manifesta tosse, solitamente non produttiva, dispnea e dolore 
della parete toracica [29]. Raramente i pazienti possono presentare febbre 
ed ostruzione intestinale. Inoltre, in pazienti affetti da MPM sono state 
descritte diverse sindromi paraneoplastiche, tra cui ipercalcemia, 
ipoglicemia, anemia emolitica autoimmune, stati di ipercoagulabilità e 
coagulazione intravascolare disseminata. Queste sindromi sono comunque 
aspecifiche e si osservano anche in altri tumori [30]. Purtroppo il tempo che 
intercorre tra la comparsa dei sintomi e la diagnosi del tumore è piuttosto 
lungo, intorno ai 122 giorni [31]. 
Per quanto riguarda la diagnosi, essendo il mesotelioma una patologia 
piuttosto rara, non sono previsti screening per la diagnosi precoce in 
persone non a rischio. Nel caso di persone esposte all'amianto per ragioni 
professionali o per vicinanza con aree contaminate per periodi più o meno 
lunghi, alcuni medici consigliano esami periodici (radiografia o TC) per 
tenere sotto controllo nel tempo eventuali cambiamenti nella struttura del 
polmoni che potrebbero indicare la presenza di mesotelioma o tumore 
polmonare. Tuttavia non è ancora chiaro se questa strategia possa portare a 
una diagnosi precoce. Alcuni studi condotti negli Stati Uniti stanno 
verificando l'efficacia di un monitoraggio con misurazione della 
mesotelina, una proteina prodotta dalle cellule di mesotelioma che potrebbe 
essere un campanello d'allarme precoce per le persone a rischio elevato [3].  
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Il primo passo verso la diagnosi del MPM è verificare la presenza di 
liquido pleurico a livello della cavità toracica a cui seguiranno esami più 
specifici ovvero: 
Analisi del liquido pleurico: il liquido pleurico risulta costituito da sangue 
ed essudato con un’elevata concentrazione di proteine e lattato 
deidrogenasi nonché un’elevata conta cellulare. Si tratta, comunque, di dati 
aspecifici tipici anche di altre condizioni patologiche; inoltre, la sensibilità 
dell’analisi citologica del liquido pleurico è bassa, compresa tra lo 0% con 
un singolo prelievo e il 64% con campionamenti in serie [32].  Si ritiene 
che l'analisi del liquido pleurico delle cellule maligne abbia un valore 
limitato nella diagnosi del mesotelioma. La toracentesi diagnostica, in cui 
le cellule vengono estratte dalla cavità pleurica, viene eseguita 
comunemente se esiste la possibilità di mesotelioma. Purtroppo per circa 
l'85% del liquido analizzato si hanno letture negative o non decisive [33]. 
La figura 1.6  mostra la presenza di liquido pleurico a livello toracico. 
                            
                        
                        Figura 1.6: Pleural effusion 
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Radiografia del torace: può mostrare anomalie nella pleura, come 
modificazioni dello spessore o depositi di calcio, o nei polmoni [3]. È 
comune un aumento di spessore della grande scissura secondario alla 
neoplasia. A causa dell’ispessimento pleurico e dell’infiltrazione 
mediastinica, l’emitorace interessato può risultare di volume normale 
malgrado la presenza di un abbondante versamento (segno del “mediastino 
congelato”). L’emitorace può anche apparire di volume ridotto a causa 
della limitazione dell’espansione polmonare. Si possono altresì 
visualizzare placche ed ispessimenti pleurici correlati ai depositi di asbesto. 
 
                    
Figura 1.7: Radiografia toracica che mostra la presenza di MPM 
 
Tomografia del torace (TC): La Tomografia Computerizzata, indicata con 
l’acronimo TC, è una metodica di diagnostica per immagini che utilizza 
raggi X; consiste in una particolare applicazione dei Raggi X che, grazie ad 
una valutazione statistico-matematica (computerizzata) dell'assorbimento di 
tali raggi da parte delle strutture corporee esaminate, consente di ottenere 
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immagini di sezioni assiali del corpo umano [34] ed è in grado di 
evidenziare l'effusione pleurica, l'ispessimento della pleura, la sua 
calcificazione, l'ispessimento delle fessure interlobulari e l'eventuale 
invasione della parete toracica. La TC non è, tuttavia, in grado di 
distinguerle dalle modifiche associate al tumore benigno, o di distinguere 
tra adenocarcinoma del polmone e mesotelioma [32]. Oggi viene utilizzata 
con più efficacia la cosiddetta TC spirale che rispetto a quella tradizionale è 
più veloce e permette di ottenere immagini più dettagliate delle strutture 
polmonari. Inoltre espone il paziente a una dose inferiore di radiazioni e 
quindi è più adatta al monitoraggio stretto dei pazienti a rischio [3]. Un 
esempio di CT è riportato in figura 1.6. 
 
                             
Figura 1.8: Una CT assiale mostra la presenza di mesotelioma nella parte 
destra del petto 
 
PET: tomografia ad emissione di positroni che permette di identificare le 
cellule che stanno crescendo più velocemente e che corrispondono alle 
cellule tumorali. La procedura inizia con l'iniezione di un radiofarmaco 
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formato da un radio-isotopo tracciante con emivita breve, legato 
chimicamente a una molecola attiva a livello metabolico, detta vettore. 
Dopo un tempo di attesa, durante il quale la molecola metabolicamente 
attiva (spesso uno zucchero) raggiunge una determinata concentrazione 
all'interno dei tessuti organici da analizzare, il soggetto viene posizionato 
nello scanner. L'isotopo di breve vita media decade, emettendo un 
positrone. Dopo un percorso che può raggiungere al massimo pochi 
millimetri, il positrone si annichila con un elettrone, producendo una 
coppia di fotoni gamma [35]. Le immagini ottenute non sono dettagliate 
come quelle della TC ma possono aiutare i medici a capire se le anomalie 
del mesotelio sono realmente tumori o lesioni di altro genere e se il tumore 
si è diffuso ai linfonodi o ad altre parti del corpo. Oggi esistono strumenti 
in grado di effettuare in un'unica seduta sia TC sia PET. 
Toracoscopia: consente una buona visualizzazione dell’anatomia 
endotoracica con possibilità di  ottenere una diagnosi istologica, un 
giudizio di estensione tumorale locoregionale e di praticare, ove necessario, 
una efficace pleurodesi chimica. La toracoscopia è una possibile procedura 
per ottenere la diagnosi istologica. La diagnosi istologica in  toracoscopia 
deve prevedere almeno 5 biopsie realizzate sulla pleura patologica 
campionando in maniera rappresentativa le lesioni presenti e possibilmente 
anche la pleura apparentemente normale. Le biopsie sulla pleura parietale 
devono essere sufficientemente profonde da consentire la valutazione  
dell’invasione del grasso e del muscolo della parete toracica. Il 
pneumologo usualmente effettua la toracoscopia in anestesia locale e 
sedazione con possibilità di ottenere biopsie della pleura parietale. In 
questo caso è sufficiente l’utilizzo di un toracoscopio con canale operativo 
introdotto attraverso un singolo accesso.    
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                   Figura 1.9: Toracoscopia 
 
VATS: Video Assisted Thoracic Surgery, è un tipo di toracoscopia mini 
invasiva video assistita che permette di osservare la cavità pleurica 
utilizzando uno strumento cannulare collegato ad una telecamera [36]. 
Consente l'esplorazione di tutta la superficie pleurica, parietale e viscerale; 
permette l'effettuazione di ampie biopsie pleuriche e, quando necessarie, 
anche asportazione di noduli polmonari periferici.  
                           
                              Figura 1.10: VATS 
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Risonanza magnetica: permette di ottenere immagini dettagliate dei 
tessuti molli del corpo, come la TC, ma senza utilizzare raggi X. In caso di 
mesotelioma può essere utile per valutare la salute del diaframma. 
 
 
Figura 1.11: RM del mesotelioma pleurico maligno 
 
Biopsia: è lo strumento più efficace per confermare il sospetto di 
mesotelioma. In alcuni casi con un ago lungo e sottile vengono prelevati 
campioni di liquido presenti nel torace (toracentesi), nell'addome 
(paracentesi) o nella cavità attorno al cuore (pericardiocentesi) e si verifica 
al microscopio la presenza di cellule tumorali. In altri casi, invece, è 
necessario prelevare piccole porzioni di tessuto mesoteliale con un ago 
sottile inserito sottopelle o con l'inserimento di una sonda dotata di 
videocamera attraverso un piccolo taglio nella pelle: in questo modo il 
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medico può vedere le aree sospette e prelevare i campioni che vengono poi 
analizzati al microscopio. Per distinguere con certezza il mesotelioma da 
altri tipi di tumore, i campioni prelevati con la biopsia possono essere 
sottoposti ad analisi immunoistochimiche (per vedere le proteine presenti 
sulla superficie della cellula) o genetiche (per individuare l'espressione di 
geni tipica del mesotelioma) [3]. 
Laparoscopia diagnostica: è una procedura chirurgica che utilizza il 
laparoscopio, un tubo rigido sottile che è dotato di due canali ottici: un 
canale porta la luce all'interno e l'altro canale ottico invece trasmette 
all'esterno l'immagine degli organi addominali; lo strumento dispone di una 
lente all'estremità distale che ingrandisce l'immagine [37]. In letteratura 
viene riportato che la laparoscopia può provocare la diffusione del tumore e 
complicare la situazione [27]. 
 
Figura 1.12: Immagine rappresentativa della laparoscopia diagnostica 
 
Esami del sangue: non sono in genere utilizzati per arrivare a una 
diagnosi, ma possono essere utili per confermarne una ottenuta con altre 
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tecniche o per seguire l'andamento della malattia durante e dopo il 
trattamento. Si misurano in particolare i livelli di  SMRP (serum 
mesothelin related protein), la cui concentrazione è elevata in più dell’84% 
dei mesoteliomi. Inoltre CA 125, CA 15-3, acido ialuronico e osteopontina 
sono altri possibili marcatori per la diagnosi del MPM [38]. 
Dato che il MPM ha la capacità di svilupparsi assumendo diversi patterns 
istologici e può, quindi, essere confuso facilmente con altre neoplasie, negli 
ultimi anni la ricerca ha rivolto lo sguardo verso la proteomica e 
l’immunoistochimica come eventuali tecniche ausiliarie per la diagnosi del 
mesotelioma e numerosi studi sono stati pubblicati in proposito. 
Attualmente la comunità scientifica concorda sul fatto che tali approcci 
possano essere estremamente utili, soprattutto per la diagnosi precoce e 
quella differenziale, che risultano ancora piuttosto difficili con le 
tradizionali tecniche diagnostiche in campo oncologico [39]. 
 
1.2.6  Trattamento 
La scelta del tipo di cura migliore per ciascun individuo dipende da molti 
fattori, tra cui l'età, lo stato di salute complessivo, lo stadio della malattia, il 
tipo di cellule (che determina l'aggressività del cancro). Le opzioni 
terapeutiche standard comprendono la chirurgia, la radioterapia e la 
chemioterapia. In casi selezionati, tali trattamenti possono essere combinati 
per aumentare l’efficacia terapeutica (trattamento trimodale). Tuttavia, 
anche tali approcci non portano a significativi miglioramenti della 
prognosi, che resta, purtroppo, infausta. Le varie strategie terapeutiche che 
si applicano hanno dunque un fine palliativo più che curativo vero e 
proprio. I pazienti non operabili vengono tenuti sotto osservazione, specie  i 
soggetti molto anziani o con significative comorbilità, oppure trattati con 
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chemioterapia. Per i pazienti con stadio tumorale intermedio si utilizza la 
cosiddetta terapia trimodale [32]. 
Chirurgia: Esistono due approcci chirurgici al mesotelioma: 
pleurectomia/decorticazione (P/D) e pneumonectomia extrapleurica (EPP). 
Si tratta di interventi chirurgi estremamente specialistici. Lo scopo ultimo 
di queste procedure è la rimozione della malattia a livello macroscopico, 
con la consapevolezza che residui della malattia a livello microscopico 
resteranno. Una terapia coadiuvante, in cui vengono utilizzate altre forme 
di cura insieme alla terapia principale, mira tipicamente all'eliminazione di 
questi residui. Le forme più comuni di terapia coadiuvante sono la 
chemioterapia e/o la radioterapia. 
Dei due approcci la P/D è considerato quello meno radicale perché implica 
solo la rimozione della pleura senza resezione del polmone sottostante. In 
alcuni casi, si possono rimuovere il pericardio e il diaframma, in base alle 
proporzioni del tumore. I vantaggi di questa procedura sono i tempi di 
recupero generalmente più rapidi, e l’utilità per i pazienti che potrebbero 
non tollerare la più radicale EPP. Tra gli svantaggi vi è un maggiore rischio 
di recidiva della malattia a causa dell'impossibilità di rimuovere tutto il 
tumore canceroso, e l'impossibilità di utilizzare dosi di radiazioni elevate a 
causa dei potenziali danni al polmone sottostante [33]. Essendo un 
intervento meno drastico della EPP, è caratterizzato da una minor mortalità 
ma è comunque scelto per quei pazienti che risultano essere non idonei per 
la EPP [40]. 
La EPP è una procedura radicale che comporta la rimozione del polmone, 
della pleura, del pericardio che circonda il cuore e di una parte del 
diaframma. Durante l'intervento chirurgico il pericardio e il diaframma 
vengono ricostruiti con materiale simile al goretex. I pazienti idonei a 
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questo intervento chirurgico sono solo quelli che soddisfano determinati 
criteri e che mostrano un adeguato funzionamento polmonare e cardiaco e 
quindi in grado di tollerare la procedura [33]. Anche con l’EPP, nel circa 
80% dei casi compaiono recidive locali ma questo rischio può essere 
ridotto utilizzando una radioterapia postoperatoria [40]. 
La resezione radicale è spesso non possibile e l’alternativa migliore è la 
citoriduzione in cui si cerca di rimuovere il tumore il più possibile [41]. 
Chemioterapia: La chemioterapia, che prevede anche l’uso di 
combinazioni di farmaci, può contribuire a ridurre il tumore ma non a 
curarlo definitivamente e spesso viene usata a scopo palliativo. I farmaci 
posso essere somministrati per via endovenosa o intramuscolare, per via 
orale oppure direttamente nella cavità toracica (per via intrapleurica) o 
addominale (per via intraperitoneale). Questa somministrazione localizzata 
permette di colpire il tumore con dosi più alte di chemioterapico, che a 
volte viene riscaldato per aumentarne l'efficacia (perfusioni ipertermiche), 
limitando gli effetti collaterali al resto dell'organismo [3]. 
La chemioterapia intraperitoneale può avvalersi di un piccolo catetere 
addominale oppure può essere infusa in seguito a chirurgia. I vantaggi di 
questo tipo di trattamento sono la minore tossicità a livello sistemico e la 
maggiore concentrazione di farmaco a livello della cavità peritoneale. 
Tra i farmaci chemioterapici più utilizzati per il MPM troviamo il 
Cisplatino, un derivato del platino in grado di interferire in tutte le fasi del 
ciclo cellulare tramite alchilazione diretta del DNA; il cisplatino migliora 
l’attività di molti altri farmaci e pertanto viene spesso usato in associazione 
ad altre sostanze. E’ il farmaco più studiato, con un’attività sul 25% dei 
pazienti [42]. 
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                          Figura 1.13:  Cisplatino 
 
Un altro farmaco altrettanto importante è il Pemetrexed, farmaco 
citotossico appartenente al gruppo degli antimetaboliti. Nell'organismo, 
pemetrexed viene convertito in una forma attiva che blocca l'attività degli 
enzimi coinvolti nella produzione di nucleotidi. Di conseguenza, la forma 
attiva di pemetrexed rallenta la formazione del DNA e RNA e previene la 
divisione delle cellule. 
 
Figura 1.14: Pemetrexed 
In letteratura è riportato che il Pemetrexed in associazione con Cisplatino 
migliora la sopravvivenza dei pazienti con mesotelioma pleurico e 
peritoneale [43]. 
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Altre possibilità di chemioterapia si hanno con la Vinorelbina (alcaloide 
della vinca con azione antimitotica) e la Gemcitabina (antimetabolita 
pirimidinico di nuova generazione) che possono essere usati singolarmente 
o in associazione con Cisplatino per i tumori non resecabili [44]. 
 
          
Figura 1.15: Vinorelbina                               
                   
               Figura 1.16: Gemcitabina 
 
Radioterapia: la radioterapia si avvale dell’uso di raggi x ad alta energia; 
può essere usata in associazione alla chirurgia per eliminare i residui 
microscopici che possono provocare recidive, o per uso palliativo per 
ridurre il dolore. In particolare, ha mostrato risultati significativi la tecnica 
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della radioterapia ad intensità modulata, con la quale si riesce a delimitare 
notevolmente il bersaglio delle radiazioni, andando ad aggredire il meno 
possibile il tessuto sano [28]. 
Immunoterapia: per quanto riguarda l’immunoterapia, vengono utilizzati 
soprattutto l’anticorpo anti-CD3 umanizzato (OKT3), il linfocita T 
citotossico (CTL), l’Interferone alfa-2a  per ora ad uso palliativo [45, 46]. 
Un importante agente immunoterapico, usato per vari tumori, è 
l’Interleuchina 2 (IL-2), una citochina prodotta dalle cellule T in grado di 
promuovere la proliferazione, la sopravvivenza e la differenziazione dei 
linfociti T attivati [47]. La somministrazione intravenosa, sottocutanea ed 
intrapleurica di IL-2 nel mesotelioma ha mostrato qualche effetto nella 
promozione della regressione neoplastica sia in modelli animali che in studi 
clinici [48]. 
Un altro nuovo approccio è quello della terapia genica che prevede 
l’utilizzo di geni suicidi per il trattamento del mesotelioma. Attraverso 
studi condotti all’Università della Pennsylvania è stato dimostrato che 
utilizzando questo tipo di terapia genica, si ha la riduzione del tumore e la 
gravità su 34 pazienti studiati. E’ possibile anche utilizzare virus modificati 
usati per trasportare citochine che, una volta entrate nell’organismo, 
aiutano il sistema immunitario ad attaccare le cellule cancerose [49,50]. 
 
1.2.7  Prognosi 
L’andamento della malattia dipende da diversi fattori come il tipo di 
tumore, lo stato clinico e la riuscita di un eventuale intervento di 
citoriduzione. In letteratura è riportata una netta differenza di 
sopravvivenza tra uomo e donna: 13 mesi e 6 mesi rispettivamente [51]. 
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Studi hanno provato che l’utilizzo della chemioterapia intraperitoneale e 
intrapleurica aumentano la sopravvivenza. I pazienti che sono stati 
sottoposti con successo ad un intervento chirurgico hanno di media una 
sopravvivenza maggiore (20 mesi contro 4 mesi) [52]. Sintomi clinici, alla 
presentazione, come dolore toracico, dispnea e perdita di peso sono 
associati ad una prognosi peggiore; fattori prognostici positivi sono, invece, 
la giovane età alla presentazione, lo stadio iniziale della malattia, un buon 
performance status, l’assenza di dolore toracico e il sesso femminile sotto i 
50 anni di età. 
Per quanto riguarda i fattori istopatologici, la maggior parte degli studi è 
concorde sul fatto che i pazienti con tumori puramente epiteliomorfi 
abbiano la prognosi migliore, quelli con tumori sarcomatoidi peggiore e i 
pazienti con tipo istologico bifasico intermedia.  
In ogni caso, le differenze per quanto riguarda la sopravvivenza media 
osservate nei vari tipi istologici sono dell’ordine di mesi. Ad oggi nessuno 
dei pazienti con MPM sarcomatoide in terapia multimodale sopravvive 5 
anni, a differenza di quanto osservato nei pazienti con tumore epiteliomorfo 
[53]. La sopravvivenza media per i pazienti con MPM è di 8-10 mesi [51]. 
 
1.3 La Proteomica 
Il termine “proteoma” viene usato per indicare tutte le proteine espresse da 
un genoma; la proteomica, pertanto, può essere definita come lo studio di 
tutte le proteine espresse in un dato organismo, tessuto o cellula [54]. Lo 
scopo della proteomica è quello di ottenere una visione globale ed integrata 
di tutte le proteine che costituiscono la cellula piuttosto che il loro studio 
individuale [55]. Diversamente dal genoma, che è un’entità relativamente 
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stabile, il proteoma è un’entità dinamica, perché costantemente variabile 
nel corso del tempo. Considerando il proteoma di una cellula, in diversi 
momenti della sua vita saranno presenti diverse proteine. All’interno di un 
intero organismo sono presenti molti tipi cellulari diversi, ognuno 
caratterizzato da un peculiare proteoma, a seconda del tessuto di 
appartenenza. L’analisi diretta delle proteine di una cellula offre indubbi 
vantaggi rispetto al comune approccio genomico, dato che gli studi 
genomici non forniscono informazioni precise sui livelli di proteine della 
cellula; inoltre, questi non possono rilevare le eventuali modificazioni post-
traduzionali che determinano le funzioni delle proteine e che risultano 
particolarmente importanti nella traduzione del segnale [56]. Istante per 
istante, in relazione al tipo di cellula considerata, alla sua specifica attività, 
alle sue necessità metaboliche, al suo stadio di sviluppo e alla sua età, le 
proteine espresse sono diverse per qualità e quantità; è quindi necessaria 
una calibrazione molto fine dei protocolli sperimentali, in modo da 
consentire che tutte possano essere evidenziate contemporaneamente. 
Nell’ambito della proteomica è possibile riconoscere due principali aree di 
interesse:  
• La proteomica funzionale: permette la caratterizzazione dell’attività, 
delle interazioni e della presenza di modificazioni post-traduzionali delle 
proteine, al fine di descrivere a livello molecolare i meccanismi cellulari. 
Sebbene sia volta a identificare specifiche proteine di una cellula, tessuto o 
organo, lo scopo fondamentale della proteomica funzionale non è quello di 
caratterizzare ogni proteina del campione ma solo quel piccolo numero di 
proteine che sono implicate nella questione biologica in esame. 
• La proteomica profiling : fornisce la descrizione dell’intero proteoma di 
una cellula, organismo o tessuto. E’ un approccio puramente descrittivo e 
  38 
comprende la localizzazione e l’identificazione dei prodotti di espressione 
proteici.  
La principale tecnologia attualmente utilizzata nell’ambito della proteomica 
è sicuramente la “spettrometria di massa” (MS), la quale viene spesso 
accoppiata a metodi di separazione delle proteine [57]. Nonostante siano 
molte le tecnologie proteomiche a disposizione, certamente la MS 
rappresenta la tecnica più sensibile e versatile per lo studio delle proteine: 
al momento è usata come un moderno strumento nella scoperta di farmaci, 
per la determinazione di processi biochimici implicati nelle malattie, per 
monitorare processi cellulari, per caratterizzare sia i livelli di espressione 
che le modifiche postrasduzionali delle proteine, per ricercare differenze tra 
fluidi biologici o cellule di soggetti sani e malati e per identificare markers 
patologici [58]. La combinazione della MS, per l’identificazione proteica, 
con l’elettroforesi bidimensionale (2-DE), come tecnica separativa ad alto 
potere risolutivo, è il metodo classico e più utilizzato [59]. Generalmente 
uno studio proteomico è composto dalle seguenti fasi:  
1. Preparazione del campione 
2. Prima dimensione: focalizzazione isoelettrica 
3. Seconda dimensione: SDS-PAGE 
4. Visualizzazione ed analisi dei risultati 
 
Elettroforesi bidimensionale 
La 2-DE consente di separare, visualizzare, quantificare ed identificare 
centinaia di proteine a seconda del loro punto isoelettrico e peso 
molecolare, in un singolo gel, partendo da campioni di complesse miscele 
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proteiche estratte da cellule, tessuti o altri campioni biologici. Alcune 
limitazioni però rimangono: la lunghezza dell’esperimento, problemi nel 
caricare proteine troppo grandi o con spiccate caratteristiche idrofobiche 
che non entrano nel gel per la prima dimensione, infine le proteine troppo 
acide o basiche (con pI minori di 3 o maggiori di 10) non sono ben 
rappresentate. 
Questa tecnica, introdotta nel 1975 da O’Farrel e Klose, separa le proteine 
in due step distinti: la prima dimensione, isoelettrofocalizzazione (IEF), 
separa le proteine secondo il loro punto isoelettrico (pI), mentre la seconda 
dimensione, elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-PAGE), separa le 
proteine secondo il peso molecolare (PM o MW). Con questa tecnica si 
possono separare migliaia di proteine, anche quelle che differiscono per un 
solo amminoacido o per piccole differenze di pI e/o PM, ed ogni spot 
ottenuto corrisponde ad una singola specie proteica che potrà essere 
identificata tramite MS.  
 
 
Figura 1.17: Elettroforesi bidimensionale 
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Prima dimensione o isoelettrofocalizzazione: L’iso-elettrofocalizzazione 
separa le proteine secondo il loro punto isoelettrico (pI) che rappresenta il 
valore di pH per il quale la carica netta della proteina è zero. Le proteine 
sono molecole anfotere che possono avere carica netta negativa, positiva o 
uguale a zero a seconda del pH dell’ambiente circostante. Il prerequisito 
per una separazione altamente riproducibile è la presenza di un gradiente di 
pH stabile e continuo con una conducibilità regolare e costante. La 
presenza di un gradiente di pH è fondamentale nella tecnica dell’IEF, 
infatti, sotto l’effetto di un campo elettrico, una proteina si muove verso il 
punto nel quale la sua carica netta è nulla. In passato la prima dimensione si 
effettuava caricando il campione denaturato in tubi di vetro contenenti 
acrilammide saturata con con una soluzione di elettroliti anfoteri, che 
sottoposte ad un campo elettrico si separano e formano un gradiente 
continuo basato sulla loro carica netta. Questo gradiente di anfoliti 
determina un gradiente di pH [60]. L’introduzione dei gradienti 
immobilizzati di pH (IPG) co-polimerizzati in strisce di gel di acrilammide 
eliminò il problema dell’instabilità dei gradienti e della ridotta capacità di 
carico dei campioni. Le strip IPG sono prodotte su supporti in plastica 
usando due soluzioni: una miscela acida ed una basica di monomeri di 
acrilammide (entrambe contenenti inoltre bis acrilammide e catalizzatori). 
Le concentrazioni dei gruppi nelle due soluzioni determinano il range di pH 
del gradiente prodotto. 
                     
Figura 1.18: IPG strips in supporti di plastica 
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I gel sono poi lavati, disidratati e tagliati a strisce. In commercio si trovano 
strip (Amersham Biosciences, Sigma, etc.) di varie lunghezze (7-11-13-18-
24 cm) e con vari intervalli di pH (3-10; 4- 7; 6-11; 6-9; 3,5-4,5; etc), 
lineari (L) e non lineari (NL). L’uso delle strip IPG aumenta la 
riproducibilità e la qualità dei risultati [61]. I vantaggi nell’uso dello strip a 
pH immobilizzato sono molteplici: la possibilità di reperire in commercio i 
gel preformati che minimizza le variazioni dovute alla preparazione dei gel; 
la preparazione dei gel su pellicole di plastica ne facilita il loro utilizzo; la 
stabilità nel tempo dei gradienti che non gli permette di subire alterazioni 
legate alla presenza del campione; i gradienti in commercio sono costruiti 
per seguire diverse esigenze, si trovano lineari e non lineari, con range di 
pH molto vasti (pH 3-10) o molto ristretti (pH 4-5). 
Seconda dimensione (SDS-page): L’elettroforesi bidimensionale si 
conclude tecnicamente nella seconda dimensione, che può essere sia 
verticale  che orizzontale. Le proteine separate in base al loro punto 
isoelettrico, vengono successivamente fatte correre  ortogonalmente su di 
un gel di poliacrilamide in presenza di sodiododecilsofato (SDS). L’ SDS si 
lega alle proteine, coprendo la loro carica intrinseca e conferendo a tutti i 
polipeptidi la stessa densità di carica; è un detergente anionico che in 
soluzione acquosa stabilizza le molecole proteiche denaturate formando 
attorno ad esse un guscio di solvatazione che genera micelle dotate della 
stessa carica elettrica, in questo modo la carica elettrica della proteina viene 
mascherata e tutte le proteine risultano caricate negativamente. In queste 
condizioni le proteine vengono separate solo in base alla loro diversa massa 
molecolare, tramite l’effetto setaccio creato dai pori del gel di 
poliacrilammide [62].  
Spettrometria di massa: La spettrometria di massa è una potente tecnica 
per misurare la massa molecolare di proteine e peptidi [63]. La 
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spettrometria di massa è particolarmente utile per studi sul proteoma e sugli 
enzimi e per la chimica delle proteine in genere [64]. Uno degli approcci 
principali è la peptide-mass fingerprinting utilizzando la matrix-assisted 
laser desorption/ionisation (MALDI). 
 
1.3.1  Analisi proteomica e Mesotelioma  
Il Mesotelioma pleurico maligno è la neoplasia primitiva della pleura legata  
prevalentemente legata all’ esposizione a fibre di amianto che tutt’oggi 
presenta  evoluzione clinica costantemente mortale (12-18 mesi) con scarsa  
risposta alla terapia tradizionale. Questo preoccupante quadro clinico  è 
ulteriormente aggravato dall’ evidenza scientifica di una vera e propria 
“Epidemia Europea” di questa neoplasia che causerà nei prossimi 30 anni 
in Europa  un quarto di milione di morti solo tra i pazienti di sesso maschile  
esposti precedentemente [65]. 
Purtroppo la  lunghissima latenza pre-clinica di questa neoplasia (fino a 40 
anni) e la considerazione che l’esposizione attuale è tutt’ altro che 
inesistente, rappresentano un sufficiente indizio in grado di far presagire 
che i dati epidemiologici citati siano purtroppo parziali. A fronte di questo 
drammatico scenario, per molti anni la ricerca biomedica sui tumori da 
amianto è risultata fondamentale. Fortunatamente, negli ultimi  cinque anni 
la ricerca ha preso una direzione precisa che sta migliorando 
significativamente le prospettive nella lotta  a queste neoplasie. Tra i 
metodi più importanti per la diagnosi precoce di questo tumore c’è 
l’identificazione di targets con metodi biomolecolari. Questo insieme di 
studi è finalizzato all' identificazione e validazione di bio-marcatori e 
targets terapeutici biomolecolari (segnali biochimici e  singole proteine) 
nelle cellule di mesotelioma pleurico ed al loro utilizzo in protocolli 
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terapeutici sperimentali. Alcuni di questi biomarcatori sono già stati 
identificati sia per la diagnosi precoce che come targets terapeutici. 
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CAPITOLO 2 
SCOPO DELLA TESI 
Essendo il Mesotelioma Pleurico Maligno un tumore con un periodo di 
latenza molto lungo, di difficile diagnosi, che non risponde efficacemente 
alla classiche terapie oncologiche e con esito infausto nel 100% dei casi, 
risulta di grande importanza la ricerca di possibili biomarcatori che 
permettano una diagnosi precoce e differenziale del MPM, permettendo 
anche di massimizzare le possibilità di successo di eventuali trattamenti 
terapeutici.  
In uno studio precedente condotto nel nostro laboratorio è stata utilizzata 
l’elettroforesi bidimensionale accoppiata alla spettrometria di massa per 
caratterizzare e confrontare la mappa delle proteine contenute nei campioni 
bioptici di pazienti affetti da MPM bifasico con quella di pazienti affetti da 
MPM epiteliomorfo, MPM sarcomatoide, carcinoma, adenocarcinoma e 
pazienti con iperplasia (riferimento sano). Tra queste classi analizzate, 
interessante è risultata la diversa espressione di 26 proteine. 
Il presente studio ha avuto lo scopo di validare attraverso SDS-page e 
Western Blot la reale diversità d’espressione di quattro di queste proteine: 
Clic 3, Cryab, Antiserum amyloid A e S100A11. E’ stata poi verificata e 
confrontata la diversa espressione di queste proteine d’interesse per il 
MPM bifasico con gli altri sottotipi di mesotelioma, il carcinoma e 
l’adenocarcinoma e l’iperplasia.  
I risultati riportati in questa tesi sono relativi ad un più ampio Progetto di 
Ricerca Finalizzata 2009 “New bio-markers for the clinical surveillance of 
workers previously exposed to asbestos”, finanziato dal Ministero della 
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Salute all’Unità Operativa di Medicina del Lavoro dell’Azienda 
Ospedaliera Universitaria di Pisa (Dr. Cristaudo). 
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CAPITOLO 3 
MATERIALI E METODI 
3.1  Materiali e strumentazione 
Gli apparecchi utilizzati per la corsa elettroforetica (Protean II XL Ready 
gel) e per il blot (Trans-Blot Turbo, transfer system), sono prodotti della 
Bio-Rad (Hercules, CA, U.S.). L’acquisizione in chemiluminescenza è 
stata effettuata mediante lo strumento ImageQuant LAS4010 (GE-
Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom). L’acqua, di grado analitico, 
è stata filtrata mediante l’apparecchio MilliQ (PS Whatman®, Millipore 
Corporation, Maid Stone, England). Glicerolo, Sodio Dodecil Solfato 
(SDS), Tris Base, Tetrametilendiammina (TEMED), Ammonio Persolfato, 
Glicina e N,N-metilenbisacrilammide sono stati acquistati presso 
AppliChem (Darmstadt, Germany). Il luminolo (ECL) è un prodotto della 
PerkinElmer (Waltham, Massachusetts, U.S.). Gli anticorpi Antiserum 
Amyloid A1 (rabbit monoclonal), Anti Clic3 (rabbit monoclonal) e anti 
S100A11 (rabbit monoclonal) sono stati acquistati da Abcam; l’anticorpo 
Cryab antibody (αB-crystallin) è stato acquistato da Cell Signaling così 
come l’antibiotina. L’anticorpo secondario Antirabbit è stato acquistato da 
Sressgen. 
 Tutti gli altri reagenti e solventi sono stati acquistati dalle più comuni fonti 
commerciali. 
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3.2  Reclutamento dei pazienti 
Presso l’unità operativa di Medicina del Lavoro dell’Azienda Ospedaliera 
Universitaria di Pisa sono stati reclutati 36 pazienti al momento della 
diagnosi, prima di iniziare qualsiasi trattamento. Le biopsie sono state 
ottenute dai pazienti che sono stati sottoposti a toracoscopia diagnostica. 
Dopo un esame istologico, 10 campioni sono stati classificati come MPM 
epiteliomorfo, 7 come MPM bifasico, 2 come MPM sarcomatoide, 13 come 
tumore del polmone (8 carcinomi e 5 adenocarcinomi) e 4 come sani (con 
iperplasia). 
Tutti i soggetti hanno firmato un consenso informato e sono stati associati 
ad un codice in modo da evitare ogni identificazione personale; i dati, 
infatti, sono stati trattati in conformità con la legge italiana sulla privacy 
(675/96) e come approvato dal Comitato Etico e dalla Dichiarazione di 
Helsinki. 
 
3.3 Preparazione dei campioni 
 I campioni, ottenuti tramite biopsie pleuriche presso l’unità operativa di 
Medicina del Lavoro dell’Azienda Ospedaliera Universitaria di Pisa, sono 
stati raccolti in RNAlater® subito dopo la resezione chirurgica e conservati 
a -20°C. Da questi sono stati estratti i pellet proteici con il metodo 
fenolo/cloroformio e congelati a -80°C fino al momento dell’uso. I 
campioni ottenuti sono stati quindi sospesi in una soluzione di reidratazione 
(Rehydration solution) contenente: urea 7M – Tiourea 2M, necessari per 
solubilizzare e denaturare le proteine così che siano presenti in una sola 
configurazione; chaps 4%, un detergente non ionico che permette di 
solubilizzare le proteine idrofobiche e minimizzare l’aggregazione proteica; 
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ditiotreitolo (DTT) 60mM, agente riducente in grado di rompere ogni ponte 
disolfuro e permettere alle proteine di distendersi completamente; blu di 
Bromofenolo 0,002% per seguire la corsa (se il tracciante non migra 
all’anodo non c’è flusso di corrente). 
I campioni sono rimasti in tale soluzione per 30 minuti, a temperatura 
ambiente, in modo da ottenere una completa denaturazione e 
solubilizzazione. Successivamente sono stati centrifugati a 12000 rpm per 5 
minuti e si è proceduto alla determinazione delle concentrazioni di proteine 
totali utilizzando il dosaggio RC/DC BioRad. 
 
Figura 3.1: Trattamento del campione e recupero del pellet 
 
3.4  Dosaggio proteico RC/DC Biorad 
Il dosaggio proteico RC/DC è un saggio colorimetrico per la 
quantificazione delle proteine basato come principio sul saggio di Lowry, 
modificato in modo tale da diventare compatibile con alte concentrazioni di 
agenti riducenti (RC) e detergenti (DC). La presenza di una o più di queste 
sostanze può cambiare la risposta della proteina ai reagenti del saggio. Per 
questo motivo la proteina standard con la quale va costruita la curva di 
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riferimento deve essere preparata nello stesso tampone del campione 
proteico di interesse. Nel nostro caso la proteina standard è stata l’ 
albumina bovina, risospesa nella soluzione di reidratazione. 
Sono state preparate quattro concentrazioni (con un volume di 25 µl) di 
proteina standard (0.2-0.4-0.8-1.5 mg/ml) che abbracciano l’intervallo di 
sensibilità del metodo (Tabella 3.1).  
 
 
 
      RS 
       µl          
    BSA 
      µl 
   [BSA] 
    µg/µl 
     BSA 
       µg 
   Bianco       25        -        0        0 
       1      21,7       3,3         0,2        5 
       2      18,3       6,7       0,4       10 
       3      11,7      13,3       0,8       20 
       4        -       25       1,5      37,5 
 
Tabella 3.1  Diluizioni della BSA per la retta di taratura. 
Per il dosaggio proteico del campione incognito si è proceduto con una 
diluizione 1:10 o 1:5, in base al volume scelto per risospendere il campione 
con la soluzione di reidratazione per avere un volume finale di 25 µl. Il 
dosaggio è stato effettuato in doppio; come bianco è stata usata la soluzione 
di reidratazione, a temperatura ambiente. Agli standards ed ai campioni 
così preparati sono stati aggiunti 125 µl di reagente I, agitati su vortex, e 
lasciati ad incubare per 1 minuto. Quindi sono stati addizionati 125 µl di 
reagente II, agitati su vortex e centrifugati a 12000 g a 20°C per 5 minuti. I 
sovranatanti vengono aspirati sotto cappa in modo da ottenere solo i pellet. 
Questo primo step viene ripetuto variando i volumi di reagente I (125 ml) e 
II (40ml) da aggiungere. Aggiungo 127 µl di soluzione A*(20 µl S + 1000 
µl A), vortexo e metto in incubazione 5 minuti. Si addiziona infine 1 ml di 
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reagente B agitando immediatamente e si è lascia in incubazione per 15 
minuti. Al termine del periodo di incubazione si procede alla lettura 
dell’assorbanza dei campioni (in cuvette di plastica), alla lunghezza d’onda 
di 750 nm mediante spettrofotometro.  
È stata costruita una retta di taratura (y=Ax) nell’intervallo di sensibilità da 
5 μg a 37.5 μg e dall’equazione della retta si è potuto procedere al calcolo 
della concentrazione proteica per il campione incognito tramite la formula: 
 
 
 
3.5  SDS page e Western Blot 
L’elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza di sodio dodecilsolfato 
(SDS-PAGE) seguita dal Western Blot (WB) è una tecnica biochimica che 
permette l’analisi di un estratto proteico ed in particolare l’identificazione 
di una determinata proteina mediante il riconoscimento da parte di 
anticorpi specifici contro di essa. E’ una tecnica ampiamente usata per 
individuare ed analizzare le proteine basandosi sulla proprietà che queste 
hanno di legare specifici anticorpi. La tecnica fu descritta per la prima volta 
da Towbin e collaboratori nel 1979 per divenire una delle più utilizzate 
nella ricerca scientifica. La specificità nel legame antigene-anticorpo 
permette di riconoscere la proteina di interesse nel mezzo di una miscela 
complessa di proteine. E’ un metodo analitico che consiste nella 
separazione delle proteine tramite elettroforesi (SDS-page) e 
successivamente nel trasferimento del materiale proteico su una membrana 
di nitrocellulosa o PVDF ed infine nel riconoscimento della proteina da 
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parte dell’anticorpo. Per prima cosa le proteine vengono separate in 
condizioni denaturanti grazie alla presenza dell’SDS, che conferisce alle 
proteina una carica negativa in modo che queste si separino nel gel 
esclusivamente in base al loro peso molecolare. 
 
Figura 3.2: Azione denaturante dell’SDS 
Il gel per elettroforesi si ottiene grazie alla polimerizzazione di una 
soluzione costituita da un monomero monofunzionale, l'acrilammide 
(CH2=CH-CO-NH2), e uno bifunzionale, la N,N'-metilen-bis-acrilammide 
(CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2). La percentuale di queste 
sostanze all'interno della soluzione determina la dimensione dei pori del 
gel: maggiore è la percentuale di acrilammide e bis-acrilammide, minore 
sarà la dimensione dei pori. 
Viene preparato il running gel al 12% di acrilammide, costituto da: 
• Acqua MilliQ  • Tris buffer pH 8.8  • Acrilammide 30%  
• Ammonio persolfato (APS) 10%   • SDS    • Temed 
Il running gel viene colato tra i due vetri (vetro di supporto e spaziatore), si 
ricopre con butanolo per evitare il contatto con l’ossigeno dell’aria e una 
volta che il gel è polimerizzato si lava con acqua per eliminare il butanolo. 
Si aggiunge poi lo stacking gel costituito da:  • Acqua MilliQ   • Tris buffer 
pH 6.8   • Acrilammide 30%  
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• APS     • Temed 
Con l’apposito pettinino vengono creati i pozzetti in cui verranno caricati i 
campioni. 
Per la preparazione del campione, abbiamo solubilizzato un volume 
corrispondente a 30 µg di proteine in Laemmli (Tris-HCl 0.0625 M a pH 
6.8; SDS 2%; β-mercaptoetanolo 5%, riduce i legami disolfuro presenti tra 
le proteine; glicerolo 10%,  conferisce al campione la densità necessaria per 
depositarsi sul fondo del pozzetto; blu di bromofenolo 0.004%, il colorante 
che permette di visualizzare la corsa) in modo da avere un volume totale di 
20 µl. I campioni sono stati vortexati e poi caricati su gel di poliacrilamide 
al 12%. Insieme ai campioni viene anche fatto correre lo standard (5µl). 
Caricati i campioni nei pozzetti, la corsa elettroforetica è stata effettuata 
nella camera elettroforetica (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad) con il 
Running Buffer (Glicina 19.2 mM, Tris 2.5 mM e SDS 0.01%). Per i primi 
15 minuti è stato applicato un amperaggio pari a 8 mA per gel, 
successivamente aumentato a 20 mA per gel. 
 
Figura 3.3: Strumento per la corsa elettroforetica 
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Una volta terminata la corsa, è stato effettuato il trasferimento delle 
proteine su di una membrana di nitrocellulosa (0.2 μm) mediante Trans-
Blot Turbo, transfer system (BIO-RAD). 
 
 
Figura 3.4: Trasferimento su membrana 
Dopo il trasferimento delle proteine, la nitrocellulosa viene posta in 
vaschette di plastica su di un oscillatore e trattata con soluzione per il 
blocking (PBS-milk 10 mM NaH2PO4 a pH 7.4, 0.9% NaCl, nonfat dried 
milk 3%, 0.2%  Tween 20). Dopo un’ora di blocking, la membrana di 
nitrocellulosa viene incubata over night con l’anticorpo primario sciolto in 
PBS-milk e posta in camera fredda a -80°C. 
Gli anticorpi primari utilizzati sono:   
- Clic 3 antirabbit, 1:2000 
- Cryab antirabbit, 1:1000 
- Antisemen amyloid A, 1.2000 
- S100A11, 1:2000 
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Figura 3.5: Legame dell’anticorpo primario alla proteina 
Dopo l’incubazione sono stati effettuati quattro lavaggi da 10 minuti 
ciascuno con PBS-milk così da rimuovere l’anticorpo legatosi alla 
membrana in modo aspecifico. Successivamente si aggiunge l’anticorpo 
secondario (Antirabbit diluizione 1:10000) che va a legare il primario, 
insieme con antibiotina (diluizione 1:5000), in modo da legare e far 
visualizzare la biotina presente nello standard e si lascia in incubazione per 
un’ora a temperatura ambiente. Tolto l’anticorpo secondario, seguono di 
nuovo quattro lavaggi con PBS-milk da 10 minuti ciascuno, 2 lavaggi con 
PBS da 5 minuti ciascuno ed infine un ultimo lavaggio con acqua da un 
minuto. La nitrocellulosa è stata quindi incubata per un minuto con 2 ml di 
una soluzione contenente Luminolo (ECL Kit, PerkinElmer) in modo da 
rivelarne le proteine. L’acquisizione delle membrane è stata effettuata in 
chemiluminescenza con lo strumento “ImageQuant LAS4010” (GE-
Healthcare). L’intensità delle bande immunoreattive, relative alla proteina 
di interesse, è stata quantificata dal software “ImageQuant TL”. 
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CAPITOLO 4 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
Il mesotelioma pleurico maligno è un tumore altamente aggressivo, con 
prognosi infausta e sopravvivenza media compresa tra gli 8 e i 10 mesi. 
Nonostante una complessa eziologia, la causa predominante del MPM è 
l'esposizione all'amianto, anche se altri cofattori sospetti includono le fibre 
di altri minerali, le infezioni da SV40, e le radiazioni . A causa della lunga 
latenza dopo l'esposizione all'amianto, assistiamo ad una crescita di nuovi 
casi diagnosticati, nonostante gli sforzi per rimuovere l'amianto dalle 
strutture. La mancanza di specifici sintomi clinici rende la diagnosi precoce 
e la diagnosi differenziale spesso incerta, per cui vi è una mancanza di 
consenso su un sistema di stadiazione e sulla scelta del trattamento. Da un 
punto di vista citomorfologico il mesotelioma pleurico maligno può essere 
distinto in tre differenti sottotipi: il sottotipo epitelioide (MPM), il 
sarcomatoide (SPM) ed il  bifasico (BPM). Il primo tipo è il più comune e 
comprende dal 50% al 70% di tutti i mesoteliomi maligni diagnosticati e 
dal momento che è il meno aggressivo dei tre sottotipi di cellule, risponde 
in genere, in modo migliore al trattamento, e offre la migliore prognosi. Per 
contro, il mesotelioma sarcomatoide rappresenta il 7% al 20% dei casi 
diagnosticati, ed è il sottotipo più aggressivo. Infine il bifasico o a cellula 
mista è una combinazione di elementi sia dell’ MPM e sottotipi 
sarcomatoidi, e rappresenta circa il 20-35% dei mesoteliomi maligni. 
Nonostante la presenza di liste di geni differenzialmente espressi derivanti 
da diversi studi, non esistono marcatori specifici e sensibili per il 
mesotelioma, e la diagnosi differenziale dipende essenzialmente dall'uso di 
marcatori immunoistochimici classici come calretinina, citocheratina 5/6, 
mesotelina, e WT. Sebbene questi marcatori immunoistochimici possano 
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aiutare nella diagnosi differenziale di mesotelioma, nuovi biomarcatori con 
elevata sensibilità e specificità sono necessari. Con questo scopo, 
recentemente applicando un’analisi proteomica su estratti proteici di 
biopsie tissutali di soggetti affetti da MPM di tipo epiteliomorfo, abbiamo 
condotto uno studio comparativo che ci ha portato all’individuazione di 
nuovi marcatori proteici  di potenziale interesse (prelamin A/C, desmina) 
che, insieme ai vecchi  (quali cartetinina e vimentina), siano di aiuto sia 
nella diagnosi differenziale del mesotelioma epiteliomorfo che nella 
medicina occupazionale nel monitoraggio dei  soggetti  sani esposti 
all’asbesto [66].  
Successivamente abbiamo esteso l’analisi comparativa al sottotipo BPM 
con l’intento di individuare proteine che potessero aiutare nella diagnosi 
differenziale spesso difficile per questi sottotipi tramite l’approccio classico 
dell’ immunoistochimica ma sicuramente importante visto il diverso grado 
di aggressività di questi tumori, le aspettative di vita e la diversa  risposta al 
trattamento spesso difficile tanto da rendere questo sottotipo decisamente 
aggressivo rispetto al MPM.  
Il lavoro di  questa tesi sperimentale  è stato quello di condurre una 
validazione delle proteine trovate differenzialmente espresse dopo analisi 
proteomica comparativa di campioni di BPM al fine di confermare le 
differenze di espressione con un approccio che prevede l’utilizzo di 
anticorpi specifici con la tecnica del Western Blot.  
 
Nello studio preliminare condotto nel nostro laboratorio è stato confrontato 
il pattern proteico di biopsie pleuriche di pazienti affetti da BPM e pazienti 
affetti da MPM e soggetti con neoplasia benigna utilizzando analisi 
bidimensionale accoppiata alla spettrometria di massa. L’analisi 
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comparativa ha portato all’ individuazione e successiva identificazione di 
proteine differenzialmente  espresse di interesse per BPM.  Di seguito è 
riportato come appare un profilo proteico di un campione rappresentativo 
di estratti proteici di BPM dopo separazione delle proteine in 2DE mentre 
in tabella 4.1 sono riportati i nomi delle proteine di interesse, i dati  ottenuti 
dall’analisi di spettrometria di massa (NanoLC ESI MS/MS) che ne ha 
permesso l’identificazione e i risultati dei diversi confronti.   
 
 
Figura 4.1: Profilo proteico di un campione dopo separazione delle proteine 
tramite 2D 
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Tabella 4.1 
# ProteinName  ID 
Gene 
Name 
MW  pI  
Match 
pep. 
Cov 
(%) 
Best 
Ion 
Score  
B-PM/Hyp  B-PM/E-PM 
th  obs  th  obs  F.V  p-value  F.V  p-value  
818 Alpha-enolase  P06733 ENO1 47 53 7.01 6.83 6 20 82.2 2 0.0194 1.3 0.0162 
942 Keratin, type II cytoskeletal 7  P08729 KRT7 51 49 5.39 5.32 13 34 80.8 3 0.0007 1.2 n.s. 
1033 
Dolichyl-
diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase 48 
kDa subunit  
P39656 DDOST 51 45 6.09 5.6 3 8 78.9 2 0.0038 2.6 0.0001 
1044 Alpha-enolase  P06733 ENO1 47 44 7.01 6.26 12 39 102.6 2.1 0.0125 1.3 n.s. 
1048 Gamma-enolase  P09104 ENO2 47 44 4.91 4.83 3 9 74.8 12.2 0.0007 6 0.00002 
1049 Rab GDP dissociation inhibitor 
beta  
P50395 GDI2 51 44 5.00 5.89 7 16 74.1 2.3 0.0074 2 0.0157 
1050 Rab GDP dissociation inhibitor 
beta  
P50395 GDI2 51 44 5.00 6.06 15 36 80.2 2 0.0050 1.4 n.s. 
1071 Alpha-centractin  P61163 ACTR1A 43 43 6.19 6.3 7 28 121.9 2.2 0.0119 1.7 0.0180 
1139 Septin-2  Q15019 SEPT2 41 41 6.15 6.17 6 30 103.9 2.6 0.0013 1.5 0.0373 
1166 Actin-related protein 2  P61160 ACTR2 45 41 6.29 6.29 4 14 71.4 2.7 0.0060 2.1 0.0077 
1187 Fibrinogen beta chain  P02675 FGB 56 40 8.54 5.55 6 19 109 4.4 0.0003 2.5 0.0021 
1426 Annexin A8-like protein 2  Q5VT79 ANXA8L2 37 34 5.45 5.53 11 45 116.1 2.3 0.0010 1.9 0.0062 
1490 Annexin A4  P09525 ANXA4 36 33 5.83 5.65 6 19 91.3 2.2 0.0001 1.1 0.0177 
1531 Proteasome subunit alpha type-1  P25786 PSMA1 30 32 6.15 6.25 4 24 60.7 2 0.0450 1.2 n.s. 
1610 Carbonic anhydrase 1  P00915 CA1 29 30 6.59 6.63 8 43 99.9 1.8 0.0011 3.2 0.0015 
1614 Chloride intracellular channel 
protein 3  
O95833 CLIC3 27 30 5.99 6.0 3 20 72 2.4 0.0069 1.3 n.s. 
1629 Carbonic anhydrase 1  P00915 CA1 29 29 6.59 6.19 3 12 71.4 2.3 0.0049 3.2 0.0001 
1750 Apolipoprotein A-I  P02647 APOA1 31 27 5.56 5.14 2 8 74.6 3.7 0.0229 3.9 0.0001 
1816 Glutathione S-transferase P  P09211 GSTP1 23 26 5.43 5.49 5 34 147.6 2.1 0.0002 1 n.s. 
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2001 Peroxiredoxin-2  P32119 PRDX2 22 23 5.66 5.46 7 30 99.5 1.7 0.0004 2.4 0.00001 
2185 Alpha-crystallin B chain  P02511 CRYAB 20 21 6.76 6.97 4 35 65.2 5.9 3,6E-07 1.1 n.s. 
2766 Serum amyloid A-1 protein  P0DJI8 SAA1 14 14 6.28 6.05 3 38 83.0 9 0.0002 5 0.0008 
2783 Peroxiredoxin-1  Q06830 PRDX1 22 14 8.27 5.61 2 11 45 5.7 0.00001 7.1 0.0001 
2846 Protein S100-A11  P31949 S100A11 12 12 6.56 5.87 4 31 59.2 2.7 0.0005 3.2 0.0023 
3186 Serum amyloid P-component  P02743 APCS 25 29 6.10 5.47 5 26 105.8 2.5 0.0002 2.7 0.00003 
3197 Alpha-enolase  P06733 ENO1 47 44 7.01 6.57 15 44 112.2 2.2 0.0190 1.7 0.0358 
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Con lo studio attuale abbiamo voluto verificare e confermare, tramite SDS-
PAGE e Western Blot, l’effettiva diversità d’espressione delle proteine in 
questione aumentando il numero dei campioni analizzati. È stata inserita, 
inoltre, una nuova tipologia di pazienti come gruppo di controllo patologico 
(carcinoma), così da verificare l’applicabilità di una diagnosi differenziale 
tra BPM e MPM e le due classi di controllo. In questa seconda fase, 
dunque, sono stati analizzati i campioni provenienti da 7 soggetti con BPM, 
2 soggetti con variante sarcomatoide (SPM), 10 soggetti con MPM variante 
epiteliomorfa, 4 benigni e 13 affetti da carcinoma polmonare (gruppo di 
controllo patologico).  
 
La scelta delle proteine su cui è caduta la validazione è stata valutata sulla 
capacità di queste di differenziare i due sottotipi di mesotelioma pleurico 
oltre al benigno e dalla presenza in commercio di anticorpi specifici per 
quelle proteine con gradi di purezza accettabili. Le proteine su cui abbiamo 
condotto la validazione sono state: serum amylod A1, CLIC3, CRYAB e 
S100A11. Di seguito sono riportate le immagini delle immunoreazioni 
ottenute per alcuni campioni rappresentativi di BPM, MPM, Benigno e 
carcinoma e l’istogramma corrispondente ottenuto dall’analisi di tutti i 
campioni processati e i valori di significatività ottenuti dai confronti dopo 
analisi con Mann Whitney.   
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Figura 4.2: Immunoreazioni per alcuni campioni rappresentativi di BPM, 
MPM, Benigno e carcinoma e istogramma corrispondente per anticorpi 
Serum Amyloid A-1 e Clic3 
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Figura 4.3: Immunoreazioni per alcuni campioni rappresentativi di BPM, 
MPM, Benigno e carcinoma e istogramma corrispondente per anticorpi 
Cryab e S100-A11 
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Assistiamo ad una conferma o ad un incremento dei valori  di differenza di 
espressione ottenuti dopo analisi bidimensionale per tutte le proteine testate 
nei diversi confronti.  
In particolare è confermata la differenza di espressione per la serum 
amyloid A1 con valori di incremento in BPM verso benigno di 25 volte 
(p=0.0242), cinque volte superiori rispetto al valore ottenuto dal confronto 
MPM verso benigno  che comunque non risulta significativo e una 
differenza di espressione di BPM rispetto a MPM di 4.3 volte con p 
=0.0185. Il potenziale discriminatorio di questa proteine è infine rafforzato 
dalla totale assenza di espressione della stessa nei campioni di carcinoma 
polmonare che abbiamo testato e anche nei due campioni di SPM (dato non 
mostrato) che suggerisce un’ assenza di relazione  con la componente 
sarcomatoide del BPM. 
Un simile andamento è quello osservato per S100A11. Gli incrementi di 
espressione di questa proteina risultano confermati per BPM verso benigno 
e verso MPM con valori di incremento rispettivamente di 17 e 4.1 e valori 
di p di 0.028 e 0.034. Incremento non significativo quello osservato per 
MPM verso benigno. Interessante notare che a differenza della siero 
amiloideA1 l’espressione della S100A11 si ritrova nei due campioni di 
SPM come riportato nell’istogramma corrispondente.    
Incrementi di espressione confermati anche per CLIC3 in entrambi i 
sottotipi di mesotelioma  ma con differenza di espressione significativa 
verso il benigno solo per BPM con p=0.0121 e valore di incremento di 18 
volte. Di interesse l’espressione di CLIC3 nei due campioni di SPM.  
Infine la proteina CRYAB conferma anch’essa la sua differenza di 
espressione significativa  nel BPM rispetto sia a benigno che MPM  con  
valori di incremento del tutto paragonabili a quelli trovati in analisi 
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bidimensionale: 4.2 volte rispetto a 5.9 volte dal confronto BPM verso 
benigno, p=0.037; e 5.2 volte  rispetto a 6.7 per  il confronto BPM verso 
MPM con p= 0.04. Tuttavia dal confronto con il controllo patologico ossia 
il carcinoma polmonare questa proteina risulta essere un marcatore 
tumorale con bassa specificità differenziale. 
 
SAA1 appartiene alle proteine di fase acuta, che vengono prodotte nel 
fegato in risposta ad infezioni ma anche ad  alcuni insulti non infettivi. 
Nell'uomo, alla famiglia di proteine  codificate dal gene SAA1 
appartengono SAA1 , l’altamente omologo SAA2 e le meno correlate 
SAA3 e SAA1. Nel contesto dell’ infiammazione, SAA1 è stata descritta 
come capace di indurre l'espressione di citochine , di modulare l'adesione 
cellulare e la migrazione tramite  legame con la laminina. Inoltre SAA1 è 
stata vista indurre l'espressione della metalloproteina MMP-9 tramite 
legame al recettore del peptide formile like-1 (FPRL1) nei monociti  e delle 
metalloproteine MMP-2, MMP-1 e MMP-3 in tessuto sinoviale umano 
infiammato. Recentemente incrementi di espressione di SAA1 sono stati 
descritti in campioni di cancro renale e correlati con il grado di aggressività 
del tumore e attitudine a metastatizzare inducendo la produzione di MMP9 
e aumentando l’invasività cellulare. Un comportamento analogo, tutto da 
dimostrare, potrebbe spiegare nel nostro caso l’espressione maggiore di 
questa proteina nel BPM, che abbiamo detto essere il sottotipo più 
aggressivo di mesotelioma pleurico rispetto a MPM, anche se non 
ritroviamo riscontro nei due campioni di SPM.  
S100 A11 anche conosciuta come S100C o calgizzarrina, è una proteina 
legante il calcio che appartiene alla numerosa famiglia di proteine S100 
coinvolte in numerosi processi biologici. La proteina S100A11 è stata 
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proposta giocare un ruolo nella endocitosi e nell’esocitosi, nella 
regolazione dell’attività enzimatica, nella crescita cellulare, nell’apoptosi e 
nell’infiammazione . S100A11 regola anche la dinamica del citoscheletro e 
i meccanismi di riparazione del DNA. Recentemente incrementi di 
espressione di questa proteina in cancri metastatici sono stati correlati alla 
sua capacità di riparare la membrana delle cellule metastatiche insieme ad  
annessina 2 facilitando la polimerizzazione della F-actina ed 
individuandola  come un potenziale bersaglio nella terapia.   
In conclusione i risultati ottenuti suggeriscono che sulla base di quanto già 
evidenziato negli studi precedenti l’analisi proteomica può dare utili 
indicazioni che possono servire nella diagnosi differenziale dei diversi 
sottotipi del mesotelioma pleurico. Studi ulteriori sono necessari per 
comprendere se le differenze di espressione osservate sono osservabili 
anche a livello di fluidi biologici  e nella possibilità di monitorare i pazienti 
professionalmente esposti prima dell’insorgere della patologia.
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